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C€ MIC G-Il 3

Kat. ¢.: MLT00045 Pro mikrobiologii
Souprava je ur¢ena pro stanoveni citlivosti k antibiotikim bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae na zakladé determinace MIC (minimalini inhibi¢ni koncentrace), tzn. nejnizsi
koncentrace, ktera zamezi viditelnému rastu bakterii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principem testu je rehydratace antibiotik v jamkach pomoci Mueller Hinton Il bujonu a pfidani bakterialni suspenze. Po 16—20 hodinové inkubaci jsou vysledky odecitany vizu-
alné nebo readrem. Tato souprava je uré¢ena pro testovani citlivosti k antibiotikiim uréenych pro lé¢bu zavaznych infekci zejména u hospitalizovanych pacientt. Antibiotika pro
méné vazné infekce jsou zahrnuta v soupravé MIC G-I.

Souprava obsahuje:

* 10 vySetfovacich desek

* 1 vicko (nesterilni)

* 10 ks PE sacki

Skladovani a exspirace soupravy:

Skladovani je doporuceno pfi (+2 az +25)°C, exspirace je vyznacena na obalu. Po vyndani z chladni¢ky nechejte desticky temperovat pfi pokojové teploté minimalné po
dobu 30 minut k zamezeni kondenzace vody. Po otevieni hlinikového obalu a sejmuti félie nenechavejte jiz oteviené destitky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje funkénost
antibiotik!!!

Potreby pro prdci se soupravou, které nejsou soucdsti soupravy:

«  Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationty (napf. suspenzni médium MIC kat. ¢. MLT00070)

« Etanol

«  Sterilni zkumavky

« Inokulator Erba Dip kat. ¢. 50004456

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vani¢ky 60 ml kat. ¢. 50004457

« Krokovaci pipeta na 100 yl nebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipeta na 60—100 pl

« Densitometer (napf. DENSILAMETER Il kat. €. INS00062)

* Inkubator 35+2°C

« Bézné laboratorni vybaveni (klicky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornéni: Souprava je uréena pouze k profesionalnimu pouziti. Dodrzujte zasady pro praci s infekénim materialem!

. - Pracovni postup
Priprava bakterialni suspenze a inokulace:

A) Inokulace inokulatorem

1) Vyjméte desti¢ku z hlinikového obalu a sejméte folii. Oznacte desti¢ku typem soupravy (G-I1) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury. Rozpipetujte do vSech jamek
po 100 pl suspenzniho média MIC.

2) Pripravte zkumavku s 12 ml fyziologického roztoku. Pfidejte 100 pl suspenzniho média MIC ke sniZeni povrchového napéti inokula.

3) Z 18-24 hodinové kultury na krevnim agaru setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 McFarland.

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnénou desticku pomoci sterilniho inokulatoru: inokulator smocte v Petriho misce s etanolem a oZehnéte nad plamenem. Vychladly inokulator smocte
v Petriho misce s bakterialni suspenzi. Pfeneste inokulum do 1. poloviny desti¢ky jemnym krouzenim v jamkach. Opét smocte inokulator v Petriho misce s bakterialni
suspenzi a opakujte inokulaci 2. poloviny desticky.

B) Inokulace pipetou

1) Pfipravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z 18-24 hodinové kultury na krevnim agaru setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 McFarland.

3) Preneste 60 pl z bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku do zkumavky s 13 ml suspenzniho média MIC a dobfe homogenizujte.

4) Vyjméte destiCku ze sacku a sejméte folii. Oznacte desticku typem soupravy (G-1l) a zaznameneijte Cislo vySetfované kultury.

Rozplrite suspenzni médium MIC s inokulem po 100 pl do kazdé jamky.

Poznamka: Desti¢ku zpracujte do 60 minut po vyjmuti ze sacku.

Inkubace:

Nainokulovanou desti¢ku vloZte do PE sacku, jehoZ okraje zahnete pod desku tak, aby nedochazelo k vysychani inokula.

Desti¢ku vioZte do termostatu 35+2°C na 16—20 hod.

Vyhodnoceni:

Desticku vyjméte z PE sacku. Pro odeditani narustu v jamkach zvolte zpusob, ktery je pro Vas nejoptimalnéjsi:

1) Odecitejte proti Sedému pozadi nebo proti tabulce desti¢ky v navodu

2) Odecitejte proti pfirozenému nebo umélému rozptylenému svételnému zdroji.

3) Pouziti lupy neni doporuc¢ovano.

4) Odeciteje s pomoci readeru a identifikaéniho softwaru.

Prosim vénujte pozornost:

V jamce s kontrolou rustu (K) musite vidét nartst! Jestlize narast neni, test NELZE HODNOTIT! Jako MIC je hodnocena jamka s nejniz$i koncentraci antibiotika,
ktera zamezi okem viditelnému ristu bakterii. OdliSte zrnéni od pfipadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.

Tab. 1: Rozlozeni antibiotik a jejich koncentraénich fad v mg/l na desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64  64/4 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1
E 8 8/4 0,5 1 4 4/2 1 1 0,12 0,5 1 0,5
F 4 44 025 05 2 211 0,5 0,5 006 025 05 0,25
G 2 2/4 012 0,25 1 10,5 0,25 0,25 003 012 0,25 0,12
H 1 174 0,06 012 05 05025 012 0,42 0015 0,06 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
P Inter- . . I Inter- . .
Antibiotikum Zkratka Citlivy mediarni Rezistentni Citlivy mediarni Rezistentni
S I R S I R
Piperacilin PIP <8 216 <8 16 232
Piperacilin / tazobaktam PIT <8/4 216/4 <8/4 16/4 232/4
Cefotaxim <1 2 24 <1 2 24
CTX
Cefotaxim (meningitida) <1 22
Ceftazidim CAZ <1 2-4 28 <4 8 216
Cefoperazon CPz <16 32 264
Cefoperazon / sulbaktam CPS
Cefepim CEP <1 2-4 28 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem <2 — 216 <1 24
p MER 4-8 2

Meropenem (meningitida) <2 24
Ertapenem ERT <0,5 21 <0,5 1 22
Tigecyklin, E. coli a C. koseri TGC <0,5 21
Netilmicin NET <2 4 28 <8 16 232
Tobramycin (systémové infekce <2 24

y‘ (-y ) TOB (=2) 4) <2 4 28
Tobramycin (infekce mocovych cest) <2 24

* ATU (Areas of Technical Uncertainty) - pfed interpretaci vysledku provedte jednu z variant:

- Opakovani testu

- Pouziti alternativniho testu

- Snizeni kategorie citlivosti

- Uvedeni ATU v reportu
Vice na www.eucast.org
Poznamky k interpretacim:
Dle stanovené MIC se testovany kmen fadi do kategorie citlivy—intermediarni—rezistentni k danému antibiotiku na zakladé aktualnich interpretacnich tabulek EU-
CAST (1) nebo dle CLSI dokumentu M100 (2). Kategorie SDD je definovana pro Enterobacteriaceae jako citlivy v zavislosti na davce (davkovani vede ke zvy$ené
expozici cefepimem).
1) Rezistence k CTX a CAZ indikuje ESBL produkci. MER a ERT jsou doporu¢ovany pro skrining produkce karbapenemaz. Konfirmacni testy se provadi dle dopo-
ru¢eni EUCAST (3) nebo CLSI dokumentu M100 (2).
2) Aminoglykosidy (EUCAST)—u systémovych infekci musi byt aminoglykosidy pouzivany v kombinaci s jinou aktivni terapii. Za téchto okolnosti Ize breakpointy v
zavorkach pouzit k odli$eni organismu se ziskanymi mechanismy rezistence a bez nich. U izolatd bez mechanismu rezistence uvedte ve zpravé komentar: ,Amino-
glykosidy se ¢asto podavaji v kombinaci s jinymi latkami, a to bud na podporu aktivity aminoglykosid(, nebo na rozsifeni spektra I1é€by. U systémovych infekci musi
byt aminoglykosid doplnén jinou aktivni terapii.”
V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dalsi interpertaéni kriteria, napf. EUCAST Expert rules (4) nebo CLSI dokumenty M100 (2) a MO7
(5). Pri interpretaci vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, puvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky doplriujicich testu.
Kontrola kvality:
Pro kontrolu kvality doporu€ujeme pouzivat vSechny niZze uvedené kontrolni kmeny. Pfi vyhodnoceni vysledk( testovani kontrolnimi kmeny se fidte standardem EUCAST nebo
CLSI. Pro kontrolu je nutné pouzivat Cerstvé, nepasazované kmeny.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-8/4 0,03-0,12 0,06-0,5 0,12-0,5 0,12-0,5 | 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,25-1
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ CPz CPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,5-4 0,125-1 2-8 - 0,5-8 0,25-1
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
PIP PIT ) ) ) : ) ) ) } ) )
> 64 0,5/4-2/4
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
MIC (mg/l)
R PIT R R R ~ R R R ~ R R
8-32

* pro toto ATB kontrolni hodnoty v EUCAST nebo CLSI nejsou uvedeny, hodnoty byly stanoveny internim testovani v Erba Lachema s.r.o.
ATCC—American Type Culture Collection
CCM-Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, ptirodovédecka fakulta, Kamenice 5, budova A25, 625 00 Brno, Tel: 549 491 430, Fax: 549 498 289
http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Ochrana zdravi:
Komponenty soupravy nejsou klasifikovany jako nebezpecné.
Likvidace pouZitého materialu:
Po pouziti vioZte desticku do nadoby pro infekéni materidl a likvidujte dle vlastnich internich predpisim, autoklavujte nebo znicte spalenim.
Prazdné papirové obaly se piedaji do sbéru k recyklaci.
Literatura:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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Cat. N.: MLT00045 For microbiology

The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of bacteria from Enterobacteriaceae family on the basis of determination MIC (minimal inhibitory concentration), i.e. the
lowest concentration, which inhibits bacterial growth. The kit contains 10 examinations (plates). The test is based on the rehydration of antibiotics in the wells with Mueller Hinton
Il broth and addition of bacterial suspension. The results are read visually or by reader after 16—-20 hours of incubation. This kit is designed to test susceptibility to antibiotics
used in treatment of serious infections especially in hospitalized patients. Antibiotics for less serious infections are included in the kit MIC G-I.

The kit contains:

« 10 plates for examination

* Alid (non-sterile)

¢ 10 pc of PE bags

Storage and expiration of the kit:

Itis recommended to store the kit at (+2 to +25) °C. The date of expiration is indicated on each package. Leave plate at room temperature at least for 30 minutes before you open
it to avoid water condensation. After the aluminium package is opened, don’t leave opened plates unprotected!!! Exposition to air humidity leads to antibiotic activity failure!!!
Material required to perform a test, not included in the kit:

«  Sterile physiological solution (unbuffered)

* Mueller Hinton broth Il cations adjusted (e.g. suspension medium MIC Cat. N. MLT00070)

» Ethanol

»  Sterile tubes

* Inoculator Erba Dip Cat. N. 50004456

»  Sterile Petri dishes

» Sterile basins 60 ml Cat. N. 50004457

« Astepper or multichannel pippete for dosage of 100 pl

« Apippete for dosage of 60-100 pl

« Densitometer (e.g. DENSILAMETER Il Cat. N. INS00062)

* Incubator 35+2°C

« Regular microbiological laboratory equipment (loops, marker, burner, etc.)

Caution: The kit is for professional use only! Respect the rules for work with infectious material!

Instructions for Use
Preparation of bacterial suspension and inoculation (recommended procedure):
A) Inoculation with inoculator
1) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover. Mark the frame with a type of kit (G-Il) to avoid mistake in reading results after incubation. Record
number of examined strain on the plate. Fill 100 ul of suspension medium MIC into each well.
2) Prepare a tube with 12 ml of physiological solution. Add 100 pl of suspension medium MIC to decrease surface tension.
3) Remove few colonies from 18-24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish.
5) Use sterile inoculator to inoculate the plate: dip inoculator into Petri dish with ethanol and flame it. Dip the cooled inoculator into a Petri dish with prepared bacterial
suspension. A thin film of bacterial suspension is adhered to metal spikes of inoculator. Transfer inoculum to the first half of the plate by dipping into wells and carefull mixing.
Make a new dip into the Petri dish with prepared bacterial inoculum and inoculate the second half of the plate.
B) Inoculation with pippete
1) Prepare a tube with 2 ml of physiological solution.
2) Remove few colonies from 18-24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
3) Place 60 pl of bacterial suspension into a tube with 13 ml of suspension medium MIC, homogenise well.
4) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover from the plate. Mark the frame with a type of kit (G-Il) to avoid mistake in reading results after incu-
bation. Record number of the examined strain on the plate.
5) Inoculate each well of the plate with 100 pl of bacterial suspension prepared in suspension medium MIC.
Note: Process a plate within 60 minutes after removing it from aluminium bag
Incubation:
Insert the inoculated plate into a PE bag. Fold the open end of the bag under the plate to prevent evaporation during the incubation. Incubate the plate at 35+2 °C for
16-20 hours.
Evaluation:
Remove the plate from the PE bag. To read the growth in the microwells, choose a way which is the most covenient for you:
1) Read against a grey background or against plate layout in instructions
2) Read against natural or artifical dispersed light.
3) Usage of magnifying glass is not recommended.
4) Evaluate test using reader and identification software.
Please read with attention!
You must see a growth in the control well (K)! If the growth is not present, the test MUST NOT be evaluated! The MIC is the lowest concentration of antibiotic in
a well where no visible growth of the organism is observed. Beware to differentiate grains of growth from media bubbles. Record the results.

Tab. 1: Plate layout: antibiotics dilution series (in mg/l)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64  64/4 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0.5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0.25 1 2 1
E 8 8/4 0.5 1 4 4/2 1 1 0.12 0.5 1 0.5
F 4 44 025 0.5 2 2/1 0.5 0.5 006 025 0.5 0.25
G 2 2/4 012 0.25 1 105 025 0.25 003 0.12 0.25 0.12

H 1 174 0.06 012 0.5 05025 012 0.12 0.015 0.06 0.12 K
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Tab 2: Clinical MIC breakpoints (in mg/l) for Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
. Inter- . ", Inter- .
Antibiotics Abbr. Sensitive mediate Resistent Sensitive mediate Resistent
S 0 R S | R

Piperacillin PIP <8 216 <8 16 232
Piperacillin / tazobactam PIT <8/4 216/4 <8/4 16/4 232/4
Cefotaxim <1 2 24 <1 2 24

CTX
Cefotaxim (meningitis) <1 22
Ceftazidime CAZz <1 2-4 28 <4 8 216
Cefoperazone CPz <16 32 264
Cefoperazone / sulbactam CPS
Cefepime CEP <1 2-4 28 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem <2 4-8 216 <1 2 >4

MER
Meropenem (meningitis) <2 24
Ertapenem ERT <0,5 >1 <0,5 1 >2
Tigecycline, E. coli and C. koseri TGC <0,5 21
Netilmicin NET <2 4 28 <8 16 232
Tobramycin (systemic infections) (<2) (24)
Tobramycin (infections originating from the TOB © 4 2 4 28
urinary tract) - -

*ATU (Areas of Technical Uncertainty)—before interpretation of results:
- Repeat the test
- Use an alternative test
- Downgrade the susceptibility category
- Include the uncertainty as part of the report
More on www.eucast.org

Interpretation:

The tested strain is categorised as sensitive-intermediate-resistant to a particular antibiotic on the basis of MIC determination. This categorisation is based on EUCAST:
Breakpoint Tables (1) or according to CLSI document M100 (2).

1) Resistance to CTX and CAZ indicates ESBL production. MER and ERT are recommended to screen for carbapenemases production. Confirmation tests are recommended accor-
ding to EUCAST guidelines (3) or CLSI document M100 (2).

2) Aminoglycosides (EUCAST) - for systemic infections, aminoglycosides must be used in combination with other active therapy. In this circumstance, the breakpoint in brackets can
be used to distinguish between organisms with and without acquired resistance mechanisms. For isolates without resistance mechanisms, include a comment in the report: “Ami-
noglycosides are often given in combination with other agents, either to support the activity of the aminoglycoside or to broaden the spectrum of therapy. In systemic infections, the
aminoglycoside must be supported by other active therapy.*

Other interpretative criteria have to be used depending on national and laboratory standards, e.g. EUCAST Expert rules (4) or CLSI documents M100 (2) and MO07 (5). It is necessary
to take into consideration following parameters when interpreting results: species identification, sample origin, patient case history, or resuls of additional tests.

Quality control:

We recommended all following control strains for internal testing of functionality of the antibiotics in the laboratory. Follow EUCAST or CLSI standards when evaluating results. Fresh

strains must be used for quality control.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mgl)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-8/4 0.03-0.12 0.06-0.5 0.12-0.5 0.12-0.5 | 0.015-0.12 | 0.008-0.06 | 0.004-0.015| 0.03-0.25 <0.5-1 0.25-1
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mgl/l)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0.5-4 0.125-1 2-8 - 0.5-8 0.25-1
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mgll)
PIP PIT
> 64 0.5/4-2/4 ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
MIC (mgl/l)
R PIT R R R B R R R B R R
8-32

* No EUCAST or CLSI control values, the values were set internally in Erba Lachema s.r.o
ATCC—American Type Culture Collection
CCM-Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Faculty of Science, Kamenice 5, building A25, 625 00 Brno, CZ
Tel. +420 549 491 430, Fax +420 549 498 289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Health protection:
Components of the kit are not classified as dangerous.
Disposal of the used material:
Insert the used plate into the vessel intended for the infectious material and autoclave or destroy it by incineration.
Put paper packaging waste to recycling.
Literature:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Date of revision: 21. 10. 2024
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Erba Lachemas.r.o., Karasek 2219/1d, 621 00 Brno, CZ
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Nr kat. MLT00045 Do celow mikrobiologicznych
Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki bakterii z rodziny Enterobacteriaceae na podstawie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujacego), tzn.
najnizszego stezenia, ktére zahamuje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykéw
w studzienkach za pomoca Mueller Hinton Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16—20 godzinach inkubacji wyniki odczytywane sg wizualnie lub za pomocg czytnika. Zestaw ten
zawiera antybiotyki przeznaczone do leczenia powaznych zakazen, przede wszystkim w przypadku pacjentéw hospitalizowanych. Antybiotyki podstawowe, przeznaczone do mniej
powaznych standw, znajduja sie w zestawie MIC G-I.

Zestaw zawiera:

« 10 ptytek testowych

« 1 niesterylne pokrywe

¢ 10 szt. PE torebek

Przechowywanie i data waznosci zestawu:

Zestaw zaleca sie przechowywac¢ w temperaturze +2 do +25°C. Termin waznosci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodoéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w temperaturze
pokojowej przez co najmniej 30 minut, w celu ograniczenia skraplania wody, zeby doprowadzi¢ ich do temp. pokojowej. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjgciu folii nie nalezy
pozostawiac raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu zagraza funkcyjnosci antybiotykow !!!

Materialy potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodzg w skifad zestawu:

* Roztwor sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)

«  Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationdéw (np. Nos$nik zawiesiny MIC nr kat. MLT00070)

« Etanol

«  Probowki sterylne

« Inokulator Erba Dip nr kat. 50004456

«  Sterylne ptytki Petriego

«  Sterylne wanienki 60 ml nr kat. 50004457

« Pipeta (dozator) na 100 pl lub wielokanatowa pipeta 100 pl

«  Pipeta na 60—100 pl

+  Densytometr (np. DENSILAMETER Il nr kat. INS00062)

« Cieplarka 35+2°C

« Podstawowe wyposazenie laboratoryjne (ezy, markery, palnik, itd.)

Ostrzezenie: Zestaw przeznaczony jest wylgcznie do profesjonalnego zastosowania. Nalezy przestrzega¢ zasad pracy z materiatem zakaznym !

Sposoéb postepowania

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej oraz inokulacja:
A) Inokulacja za posrednictwem inokulatora

1) Wyjac¢ ptytke z aluminiowego opakowania i zdjg¢ ochronng folie aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (G-Il), opisa¢
numery badanych kultur. Pipetowa¢ do wszystkich studzienek po 100 pl no$nika zawiesiny MIC.

2) Przygotowac probédwke z 12 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej). Podczas inokulacji doda¢ 100 pl no$nika zawiesiny MIC, zeby zmniejszy¢ napiecie
powierzchniowe inokulum.

3) Z 18-24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesine bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.

4) Tak przygotowang zawiesine wlac¢ na sterylng ptytke Petriego.

5) Inokulowa¢ napetniong ptytke za pomocg sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzyé nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzyé w
ptytce Petriego z zawiesing bakteryjng. Przenie$¢ inokulum do pierwszej potowy plytki delikatnym krgzeniem inokulatora w studzienkach. Ponownie nawilzy¢ inokulator w ptytce
Petriego i powtérzy¢ inokulacje drugiej potowy ptytki.

B) Inokulacja za posrednictwem pipety

1) Przygotowac probéwke z 2 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej).

2) Z 18-24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowaé w roztworze soli fizjologicznej zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.

3) Przenies¢ 60 pl z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej do probdwki z 13ml nos$nika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowacé.

4) Wyjac¢ ptytke z aluminiowego opakowania i zdjgé ochronng foli¢ aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczgciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (G-II), opisac
numery badanych kultur. Pipetowa¢ do wszystkich studzienek po 100 pl no$nika zawiesiny MIC z inokulum.

Uwaga: Przetwarzaj ptytke w ciggu 60 minut od wyjecia z aluminiowego opakowania.

Inkubacja:

Ptytke po inokulacji wiozy¢ do PE torebki, zagig¢ otwarty brzeg torebki pod ptytke, aby zapobiec wysychaniu inokulum.

Ptytke wiozy¢ do cieplarki w temp. 35+2°C na 16-20 godz.

Ocena:

Ptytke wyja¢ z torebki PE. Dla odczytu wzrostu w studzienkach nalezy wybra¢ najbardziej optymalny dla siebie sposob:

1/ odczyta¢ za pomocag czytelnik i identyfikacji oprogramowania.

2/ odczyta¢ wizualnie na szarym tle lub na tle tabelki ptytki w instrukcji obstugi

3/ odczyta¢ wizualnie na tle naturalnego lub sztucznego rozproszonego zrodta $wiatta

4/ uzycie lupy nie zaleca sie

Prosimy o zwrécenie uwagi:

W studzience z kontrola wzrostu powinien by¢ wzrost !!! Jezeli nie ma wzrostu, test NIE MOZNA OCENIAC!

Jako MIC ocenia si¢ studzienke z najnizszym stezeniem antybiotyku, ktéra zahamuje okiem widoczny wzrost bakterii. Nalezy odrézni¢ ziarnisto$¢ od ewentualnych
pecherzykéw powietra ! Wyniki wpisaé do formularza.

UWAGA: dla uzytkownikow systemu Mikrola wraz z programem MIKROB ocene studzienki kontroli wzrostu przeprowadza program MIKROB automatycznie na pod-
stawie odczytu za pomocg czytnika.

Tab. 1: Rozklad antybiotykéw i ich stezen na ptytce w mg/l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 1284 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8

B 64 64i4 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4

c 32 324 2 4 16 16/8 4 4 05 2 4 2

D 16 16/4 1 2 8 84 2 2 025 1 2 1

E 8 84 05 1 4 42 1 1 012 05 1 05
F 4 44 025 05 2 21 05 05 006 025 05 025
G 2 24 012 025 1 105 025 025 003 0412 025 0,12
H 1 14 006 012 05 05025 012 012 0015 006 0,12 <@
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Tab 2: Numeryczne wyrazenie MIC (mg/l) dla Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
. Sredniowra- . Sredniowra-
Antybiotyk Skrét Wrazliwy 2liwy Oporny Wrazliwy 2liwy Oporny
S I R S | R
Piperacylina PIP <8 216 <8 16 232
Piperacylina/tazobaktam PIT <8/4 216/4 <8/4 16/4 232/4
Cefotaksym <1 2 24 <1 2 24
CTX
Cefotaksym (meningitida) <1 22
Ceftazydym CAZ <1 2-4 =8 <4 8 216
Cefoperazon CPz <16 32 264
Cefoperazon/sulbaktam CPS
Cefepim CEP <1 2-4 28 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem <2 4-8 216 <1 2 24
MER
Meropenem (meningitida) <2 24
Ertapenem ERT <0,5 =1 <0,5 1 2
Tigecyklina, E. colii C. koseri TGC <0,5 >1
Netylmycyna NET <2 4 28 <8 16 232
Tobramycyna (infekcje ogdlnoustrojowe <2 >4
yeyna ( je og jowe) TOB (=2) (24) < 4 >8
Tobramycyna (zakazenia drog moczowych) <2 24

* ATU (Areas of Technical Uncertainty)—Wykonaj jeden z wariantéw przed interpretacjg wynikow:
- Powtorzy¢ test
- Zastosowanie alternatywnego testu
- Zredukuj kategorie czutosci
- Umieszczenie ATU w raporcie
Wigcej na www.eucast.org

Uwagi do interpretaciji:

Wg oznaczonego MIC badany szczep przyporzadkowany jest do kategorii wrazliwy — sSredniowrazliwy — oporny na dany antybiotyk na podstawie tabeli inter-
pretacyjnych EUCAST (1) lub na podstawie dokumentu CLSI M100 (2). Kategorie SDD ustalono dla Enterobacteriaceae jako wrazliwy w zaleznosci od stezenia
(dozowanie prowadzi do zwigekszonej ekspozycji na cefepim).

1) Opornos$¢ na CTX i CAZ wskazuje na wytwarzanie ESBL. MER i ERT zalecane sg dla przesiewowego badania do sprawdzenia wytwarzania karbapenemaz. Testy
potwierdzajgce przeprowadza sie wedtug zalecenia EUCAST (3) lub dokumentu CLSI M100 (2).

2) Aminoglikozydy (EUCAST)-w zakazeniach ogélnoustrojowych aminoglikozydy muszg by¢ stosowane w potgczeniu z innymi aktywnymi terapiami. W tych okolicz-
nosciach punkty przerwania w nawiasach mozna wykorzysta¢ do rozréznienia organizméw z nabytymi mechanizmami opornosci i bez nich. W przypadku izolatéw bez
mechanizméw opornosci skomentuj w raporcie: ,Aminoglikozydy sg czesto podawane w potgczeniu z innymi substancjami, albo w celu wspierania aktywnosci amino-
glikozydéw, albo w celu rozszerzenia spektrum leczenia. W zakazeniach ogolnoustrojowych aminoglikozyd musi by¢ uzupetniony inng aktywng terapia.,

W zaleznosci od krajowych lub laboratoryjnych standardéw mozna uzy¢ kolejne kryteria interpretacyjne, np. EUCAST Expert rules (4) lub dokument CLSI M100 (2)
i MO7 (5). Podczas interpretacji wynikdw nalezy wzig¢ pod uwage identyfikacje szczepu do gatunku, pochodzenie prébki i wywiad chorobowy pacjenta; ewentualnie
wyniki testéw uzupetniajgcych.

Kontrola jakosci:

Dla kontroli jako$ci zestawu zalecamy ponizej wymienione wszystkie szczepy kontrolne. Podczas oceny wynikéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowac sig stan-
dardem EUCAST lub CLSI. Do kontroli nalezy uzy¢ $wiezych szczepdw.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mgl/l)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-8/4 0,03-0,12 0,06-0,5 0,12-0,5 0,12-0,5 | 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,251
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,54 0,125-1 2-8 - 0,5-8 0,25-1
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
PIP PIT } } } : } ) ) : } )
> 64 0,5/4-2/4
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
MIC (mgl/l)
R PIT B R R B B B R B B R
8-32

* dla tego ATB wartosci kontrolne w EUCAST lub CLSI nie sg wymienione, wartosci zostaty oznaczone podczas wewnetrznego testowania v Erba Lachema s.r.o.
ATCC—American Type Culture Collection
CCM-Czeska Kolekcja Mikroorganizméw, Uniwersytet Masaryka, Wydziat Przyrodniczy (pfirodovédecka fakulta), Kamenice 5, budynek A25, 625 00 Brno, CZ
Tel: +420 549 491 430, Faks: +420 549 498 289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Ochrona zdrowia:
Odczynniki zestawu nie sg klasyfikowane jako niebezpieczne.
Likwidacja zuzytego materiatu:
Po zuzyciu wszystkie ptytki nalezy wiozy¢ do pojemnika dla materiatéw zakaznych i likwidowa¢ wg wtasnych wewnetrznych przepiséw, autoklawowac lub spalic.
Puste papierowe opakowania nalezy przekaza¢ do recyklingu.
Literatura:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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MIKROLATEST ©

C€ [ivo CEHCUNATECT I~ (MMK; -I1)

Howmep B kaTanore Ne MLT00045 ONnAa MUKPOOGUONOrMYEeCKUX UccresoBaHum
Habop npegHasHayeH Ans onpeaeneHns YyBCTBUTENbHOCTU GakTepuii ceM. Enterobacteriaceae k aHTubakTepuanbHbIM NpenapaTtam Ha ocHoBaHuu onpeaenenus MIMK (MyuHrmansHon
nofaBnsiloLLEen KOHLUEHTpaummn), T. €. HaUMEHbLUEN KOHLEHTpauuu, koTopasi nopaenseT GakTepuanbHbI pOCT. YnakoBka paccuyMTaHa Ha onpeaeneHue 4vyBcTBuTernibHoctn 10
GakTepuanbHbix Kynstyp (10 nnaHweToB). MeToauka ocHOBaHa Ha permapaTtauun aHTUGuoTuka B fyHkax nnaHweTa ¢ noMollbio 6ynboHa Mionnep-XuHToH Il u BHeCeHUN B nyHKu
nnaHweta GakTepuanbHOW KynbTypbl. Pesynbrathl onpefeneHust YyBCTBUTENBHOCTY YYUTBLIBAKOT BU3YyanbHO UMM C UCMOMNb30BaHWEM aBTOMAaTUYECKOro aHanusaTtopa-puaepa yepes
16-20 yacoB nHKy6aumn. ATOT Habop NpegHasHayYeH ANa onpeaeneHns YyBCTBUTENbHOCTU B OTHOLUEHWUM aHTMBUOTUKOB, UCNOMb3YEMbIX AN NEYEHNs TAXKENbIX XU3HEYrpoXKatoLLmnX
VHEKUMIN, B 0COBEHHOCTH, Y rOCNUTaNU3NPOBaHHbIX NAaLMEHTOB. AHTUBMOTUKM ANs MeHee CepbE3HbIX MHDEKLMIA BKNoYeHbl B cocTas nnaHwera MIC G-I.

Ynakoeka codepxum:

* 10 nnaHWweTOB Ans OnpeaeneHnst YyBCTBUTENbHOCTU

*  KpbllKy (He cTepunbHas)

¢ 10 WT. NONM3ITUNEHOBBIX NAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200HOCMU:

PekomeHayeTcs XpaHuTb ynakoBky npu Temnepatype ot (+2—+25)°C. Cpok roagHOCTU yKa3aH Ha UHAMBUAYarbHOW antoMUHUEBON YNaKOBKE KaXAoro nnaHLueTa.

BHumanue! MonagaHne B NyHKU NnaHweTa Bnaru Bo3Ayxa Uin KOHAeHcaTa MOXeT NPUBECTM K NOTepe akTUBHOCTU aHTMOMOTUKOB M NOXHbLIM pe3ynbTatam TecTa!!!

* [na npedoTBpalleHns nonafaHus KOHAeHcaTa B NyHKW NnaHweta HeobGXOAUMO BCKPbIBaTb WHAMBWMAYanbHYH ynakoBKy crycTsi He meHee 30 MUHYT eé mnpebblBanus npu
KOMHaTHOM Temneparype!

«  [locne BCKpbITUS MHAMBUAYATbHOWM antoMWHUEBO YNaKoBKU He OCTaBISThb MaHLLET OTKPbITLIM AN NPeAOTBPALLEHNS YBNaXHEHNS U KOHTaMUHALMK TyHOK!

Pacxo0Hble Mamepuasbl Heo6x00uMble Osisi 8bINOSIHEHUS UcCced08aHUsl, He 8KJ1I04YEHHbIe 8 YNaKoB8KY:

*  CrepunbHbIii osnonormyeckuin pacteop (HebydepraoBaHHbIi)

*  Mionnep-XuHToHa 6ynboH |l ¢ perynmpyembiM KaTMOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHanoHHas cpeaa MIC Homep B kaTtanore Ne MLT00070)

«  OraHon

«  CrepunbHble npobupku

*  WHokynsitop Erba Dip Homep B katanore Ne 50004456

«  CrepunbHble Yawwku Metpu

«  CrepunbHble émkocTy 60 mn Homep B kaTanore Ne 50004457

«  Crtennep unu MHorokaHaneHas nunetka 4o 100 mkn

* [unetka c gnanasoHom fo3uposaHusa 60—100 mkn

«  [encutometp (Hanp.: JeHcu-Jla-MeTp |l Homep B katanore Ne INS00062)

« Tepmocrart, 35+2°C

« CraHpapTHoe ocHalleHve GakTepuonoruyeckorn nabopatopuu (NeTnu, Mapkep, ropenka u . a.)

BHumaHue: Ha6op npedHa3HayeH MOJIbLKO OJisl MPOogheccuoHasIbHO20 ucnons3oeaHus! CobnioaanTe npaBuna pa6oTbl ¢ UHMULMPOBAHHBLIM MaTepuarnom!

UHcmpyKyusi no npuMeHeHuro
lMpuzomoenexnue 6akmepuanbHOU CycreH3uu U UHOKYsyusi (pekomeHdayuu no npouyedype):
A. WHOKyNnsuus nnaHlieTa ¢ MCNoNb30BaHUEM MHOKYNATOpa:
1) [ocTaHbTe NnaHLWeT U3 UHAMBUAYaNbHOM antoMUHUEBOW YNaKoBKW U yaanuTe antoMUHUEBOE NOKPbITUE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkMpoBKy o Tune nnaHiwerta (Hanp.: G-l) Ha pamky
[nsi NpefoTBpaLLeHus oGOk Npy y4éTe peaynsTaToB nocrne WHkybaumn. 3anvimnte Ha nnaHwweTe HoMep uccrneayemon 6aktepuarnbHoi KynbTypbl. BHecute no 100 MK CyCrneH3VoHHOM
cpefbl B KaXayto NyHKy nnaHLieta.
2) TMoparotoskTe NPo6UpPKY ¢ 12 Mn duanonormyeckoro pacteopa. [lo6assre 100 Mk cycrnieH3vioHHow cpeapbl MIC Ans yMeHbLUEeHNUS MOBEPXHOCTHOMO HaTSKEHUS!.
3) [MpuroToBbTe GakTepuanbHyto cycneHauio ¢ MyTHocTbio 0,5 no MakdapnaHay 13 HECKONMbKUX KONOHUI YnicTol 18—24 4acoBon KynbTyphbl, BbipalleHHON Ha KPOBSIHOM arape.
Bornee Bbicokasi NNIOTHOCTb GakTepuarnbHO CyCrneH3nn SIBMSIETCS MeHbLLEe oLuMBKol, YeM HepgocTaTouHast (MeHee 0,5 no MakdapnaHnzay) nnoTHOCTb.
4) TepeHecuTe GakTepuanbHyHO CyCNeH3NI0 B CTEPUnbHYIO Yallky [MeTpu.
5) Wcnonb3yiite CTepunbHbI MHOKYNSTOP AMNst MHOKYMSILMM B MIIAHLLET: NMOrpy3unTe MHOKYNSTOP B YaLlky [1eTpu ¢ aTaHoroM 1 060XruTe B NrieMeHy ropenkiu. 3atem oxnaauTe MHOKYNSTOp.
Morpysute nHokynatop B yallky lMetpu ¢ GaktepuansHomn cycneHsveit. ToHkas nnéHodka 6akTepuanbHoW CycrneH3nn aare3aupyeTcs Ha MoBepXHOCTU METanIMYecKUX Urn UHOKynsTopa.
MepeHecyTe MHOKYIMIOM Ha MOMOBWHY NaHLLETa C yxe AobaBMNeHHON CYCrNEH3VIOHHOW CPEAoii, MOrpysuTe UMbl B NYHKW U akKypaTHO cMmeluanTe. BeinonHuTe Takyto ke npoueaypy Ans
BTOPOW MOMOBWHbBI NNAHLLETA.
B. WHokynsuus nnaHweTa ¢ UCNONb30BaHMEM NMUNETKU:
1) TMoaroToBbTe NPOBUPKY C 2 MM PU3NONOrMYECKOro pacTBopa.
2) TMpurotoBbTe HGakTepuanbHyto cycneHaunto ¢ MyTHOCTbIO 0,5 no MakdapnaHay U3 HECKOMbKUX KONOHUI YncToin 18-24 YacoBoii KynbTypbl, BbIpaLLEHHON Ha KPOBSIHOM arape.
3) Momectute 60 mMkn BakTepuanbHo cycneHsun B npobupky ¢ 13 mn cycneHavonHol cpeabl MIC, TwatensHo nepemMeLuaiTe.
4) [ocTaHbTe NnaHWeT U3 UHAMBUAYArbHOW antoMUHNEBO YNakoBKU 1 yaanuTe antoMUHWEBOE MOKPbLITUE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBKy O Tune nnaHwerta (Hanp.: G-1) Ha
pamKy Ans NpeaoTBpaLLeHVst OLIMBOK Npy y4éTe pesynsTaTos nocne MHkybaumv. 3anuiumMTe Ha NnaHLweTe HomMep uccneayemon BakTepuanbHON KynsTypbl. VIHOKYNMpYTe B KaXayto NyHKY
nnaHweta no 100 mkn 6akTepuanbHONM CyCrieH3vn, NPUroTOBNEHHON B CycneH3noHHol cpeae MIC.
lMpumevaHue: ObpaboTaiite AnCk B TedeHne 60 MUHYT nocrne BbIHUMaHWSA U3 MeLLKa.
WHKy6ayus:  omecTuTe MnaHLWeT C BHECEHHOW B Hero GakTepuarnbHOW CycreH3Vein B MONWITUNEHOBbIM MakeTuk. ModorHWTe OTKPbITHIM Kpai maketa noa nnaHweT Ans
npefoTBpaLLeHunst ucnapeHust Bo Bpems UHKybaumn. NHkybupyinte nnaHwet B TepmocTate npu 3542 °C 16-20 Yyacos.
Yyem pe3ynbmamoe: [locTaHbTe NnaHLWeT U3 NONMATUNEHOBOO NakeTuka. [Ans yuéta pesynstaTtoB pocTa B MUKpONyHKax Bblbepute Hambonee nogxoaswmii Ans Bac cnoco6:
1) Y4yuTbiBaiTe pe3ynstaTt Ha TEMHOM (DOHE UMK UCNONb3yWTe AN 3TOr0 MaKeT MnaHLleTa, HaneyaTaHHbI B UHCTPYKLWN.
2) YyutblBaiiTe pe3ynbraTbl B MPOXOASILLMX Myvax eCTECTBEHHOMO UM UCKYCCTBEHHOTO OCBELLEHUS!.
3) Wcnonb3oBaHue yBenuyMTENbLHOrO CTEKNa (Mynbl) HE peKOMeHAYeTCs.
4) Vicnonb3yiTe aToMaTU3NPOBaHHbIE CUCTEMBI Y4ETa Pe3ynbTaTos.
BHUMAHME: Hanuumne pocta B KOHTpornbHou nyHke (K) siBnsieTcss Heo6xoAUMbIM yCrnoBUeM AN UHTepnpeTauun pe3ynsTaToB onpeaeneHus YyyBcTBuTensHoctu! Ecnu
POCT B KOHTPOSbHO NIyHKE OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaThl TECTA HE MOTYT GbITb UHTEPNPETUPOBaHbI!
MMK cunTaeTca Ta HaMMeHbLUas KOHLEHTpauus aHTMOMOTHKA, NPU KOTOPOW B JyHKe OTCYTCTBYET BUAMMbLIA POCT BakTepuanbHOW KynbTypbl. cknioyeHnem siBnsetcs
TecTupoBaHue. ByabTe BHMMaTeNbHbI NPU OLEHKE pe3ynLTaToB: pasnuyanTe 3ePHUCTLIN POCT GakTepuanbHOW KynbTYpbl U My3bIPbKU CYCMEH3MOHHOW cpeabl. 3anuiuTe
pesyneTaThbl.
Ta6bnuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuiHbie pa3BeAeHUsi aHTUOMOTUKOB (Mr/n)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64 64/4 4 8 32  32/16 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1
E 8 8/4 0,5 1 4 4/2 1 1 012 0,5 1 0,5
F 4 44 025 05 2 21 0,5 05 006 025 05 0,25
G 2 2/4 0112 0,25 1 10,5 0,25 0,25 0,03 0,12 0,25 0,12

H 1 174 0,06 012 05 05025 012 0,12 0,015 0,06 0,12 K
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Tabnuua 2: KnuHnyeckue kputepum oueHkn MMK (mr/n) pna Enterobacteriaceae

EUCAST CLSI
o YMmepeHHo- o YmepeHHo- .
YyBCcTBUTENBHbLIA . | PeancTeHTHbIN o . | Pe3ancTeHTHbIN
AHTUOMNOTUKMN AGOGp. s PE3UCTEHTHbIN R YyBCTBUTENbHbIN S| PE3UCTEHTHbIN R
1 1
Piperacillin PIP <8 216 <8 16 232
Piperacillin / tazobactam PIT <8/4 216/4 <8/4 16/4 232/4
Cefotaxime cTX <1 2 >4 <1 2 24
Cefotaxim (MEHWUHMUT) <1 22
Ceftazidime CAZ <1 2-4 28 <4 8 216
Cefoperazone CPz <16 32 264
Cefoperazone / sulbactam CPS
Cefepime CEP <1 2-4 =8 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem MER <2 4-8 216 <1 2 24
Meropenem (MEHWHIT) <2 24
Ertapenem ERT <0,5 21 <0,5 1 22
Tigecycline, E. colin C. koseri TGC <0,5 >1
Netilmicin NET <2 4 =8 <8 16 232
Tobramycin (cucremnas <2) (24)
< 2
uHcperwus) TOB ) 4 8
Tobramycin (uHdekuun <2 >4
MOYeBbIBOASLLMX NyTEN)

* ATU (3oHa TexHNYecKoi HeonpeaeneHHOCT Mpy onpeaeneHnn YyBCTBUTENBHOCTY K aHTUBMOTVKaM) - 40 UHTEpRpeTaLmmy pesynsTaToB:

- NOBTOPUTE TECTUpPOBaHNE

- UCTIONb3yWTe ansTepHaTUBHbIE TECTbI

- MOHWXXaWTe KaTeropuio YyBCTBUTENBLHOCTY

- BKItoYaliTe HeonpeaeneHHOCTb B OTYET
Bonee nogpobHas nHdopmaums Ha cante HYPERLINK ,http://www.eucast.org® www.eucast.org
WHTepnpeTauus pesynsraToB:
Bce usyyaemble GakTepuanbHble KynbTypbl MO OTHOLUEHMIO K TECTMPYEMbIM aHTUOMOTMKAM pa3fdensiloT Ha kateropum YyBcTBUTEnbHbIN (S), YMepeHHo-pe3ucteHTHbIn (1),
Pe3sucreHTHbIN (R) Ha ocHoBaHuM AaHHbIX o MIMK. PasgeneHne Ha kateropun Gasupyrotcsi Ha kputepusix EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting—EBponeiickuit KOMUTET NO TECTUPOBAHNIO aHTUMUKPOGHON YyBCTBUTENBHOCTH): Tabnuua norpaHnyHbIX 3Ha4eHWI ANa nHTepnpeTauum AaHHbIx MK u avameTpos 30H (1) unu
CLSI pokymeHTta M100 (2).
1) Pe3ncTeHTHOCTb K LiechoTakcyMy 1 LiedbTasnamMy ykasbiBaeT Ha npoaykumto Beta-nakramas pactumperHoro criektpa (ESBL/BITPC). MeponeHem 1 apTaneHem pekoMeHa0BaHb! s CKPUHUHT
npoaykuun kapGaneHemas. TeCTbl ANsi NOATBEPX/AEHVNSI PEKOMEHAYeTCA BbiMonHsATh cornacHo EUCAST-pykoBOACTBY MO OnpefeneHnio MexaHM3MOB PE3VICTEHTHOCTW, UX KITMHUYECKOro 1
anuaemuonormyeckoro 3Hadenmst (3) unm CLSI gokymeHT M100 (2).
2) AmuHornukoaugbl (EUCAST) - Mpy cUCTEMHBIX MHEKUMSIX aMUHOMMMKO3WAbI CriedyeT UCMonb30BaTh B COYETAHUM C APYrIMW akTUBHBIMW npenapatamu. pu atnx obcTosTenscTaax,
KOHLIEHTPaLMK, ykasaHHble B ckobkax, MOryT MCronb3oBaTbes Ans AvddepeHumaLm MUKPOOPraHM3MoB € NMPUOBPETEHHBIMU MEXaHU3MaMK YCTOMYMBOCTH U 6e3 Hux. [nsa usonstos 6e3
MeXaH13MOB YCTOMYMBOCT KOMMEHTapuiA B OTYeTe: ,AMUHOIMMKO3WAb! MPUMEHSIIOT B COYETAHUM C APYrIMU npenapatamu  Anisi NofaepKaHus aMUHOMIMKO3VAHOM aKTUBHOCTMW, nnbo Ans
pacLuMpeHus crekTpa neveHus. [Mpu CUCTEMHbIX UHPEKLMSIX aMUHOTIIMKO3WA, AOIMKEH ObIThb JOMOMHEH [APYroi akTUBHOW Tepanuei.”
[pyrie KpUTEpUM MHTEpPrpeTaLmM AOMKHbI BbITb OCHOBaHbI HA HALMOHATBHbLIX 1 NaBopaTopHbIx cTaHaapTax, Hanpumep: EUCAST Expert rules (4); CLSI Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing CLSI M100 (2) n MO7 (5). Mpu HeobxoauMocTu crieayeT NPUHATL BO BHUMaHWE Npy UHTeprpeTaLmm pesyrnstaToB creaytoLme napameTpbl: Bug 6aktepuin, Tun Guomarepuana,
0COBEHHOCTY aHaMHesa naumneHTa, a Taioke pesyrnsTaTbl AONONHUTENBHbBIX UCCREeaoBaHNIA.
Kornmpons ka4ecmea:
[ins BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOS Ka4ecTBa PEKOMEHAYIOTCS CrieayoLLyve LWTamMmbl (M. Tabn.). Mpuy oueHke pesynstatos ucnonb3yiite ctaHgapTel EUCAST unn CLSI. Ans koHTponst
MCNOrb30BaThb CBEXenepecesHHble LTaMMbl.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MK (mr/n)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-8/4 0,03-0,12 0,06-0,5 0,12-0,5 0,12-0,5 | 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,251
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MK (mr/n)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,5-4 0,125-1 2-8 - 0,5-8 0,25-1
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MK (mr/n)
PIP PIT } } ) : } ) ) : ) )
> 64 0,5/4-2/4
CCM 4987 Escherichia coli (ATCC 700603)
MK (mr/n)
) PIT ) ) } ) ) ) } ) )
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*B ctanHgaptax EUCAST vnu CLSI HeT AaHHbIX ANSA KOHTPOSbHbIX LUTaMMOB, NpUBEAEHbl AaHHbIe ANs KOHTPOSbHBIX LUTAMMOB, ucnonb3yemble B Erba Lachema s.r.o.
CCM-Czech Collection of Microorganisms / Yewuckast Konnekuus Mukpo6os, Masaryk University, Faculty of Science, Kamenice 5, building A25, 625 00 Brno, CZ.
Tel. +420 549 491 430, Fax +420 549 498 289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
'MCK, lNocynapcTtBeHHbIn HAW ctaHgapTvaaumm n KOHTpons MeauumHckux Guonorudeckux npenaparos um. J1. A. Tapaceuya, . Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19
OxpaHa 300poebs:

Ha60p peareHToB He OTHOCUTCA K KaTeropuun onacHblIX.

Ymunu3sayus ucnosnb3c 1020 puana:

Mcnonb3oBaHHbI NNaHLET NOMECTUTe B éMKOCTb Anst cbopa MHMDULMPOBAHHbIX OTXOA0B W Ae3NHMULMPYITe aBTOKNABUPOBAHNEM UMK NYTEM CKUraHUs.
BymadkHyto ynakoBKy cante B Makynarypy.

Jlumepamypa:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org

(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org

(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument M07. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
ApTukyn HaumeHoBaHue kak B PY Homep PY Oarta Bbigaum PY
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MIKROLATEST ©

(3 MIC G-Il )

Kat. ¢.: MLT00045 Pre mikrobiolégu
Suprava je urena na stanovenie citlivosti k antibiotikdm baktérii ¢eladi Enterobacteriaceae na zaklade determinacie MIC (minimalna inhibiéna koncentracia), tzn. najnizSej
koncentracie, ktora zabrani viditelnému rastu baktérii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principom testu je rehydratacia antibiotik v jamkach pomocou Mueller Hinton Il bujonu a pridania bakterialnej suspenzie. Po 16 — 20 hodinovej inkubacii su vysledky od&itané
vizualne alebo readrom. Tato stprava je uréena na testovanie citlivosti k antibiotikdm uréenych na lie€bu zavaznych infekcii hlavne u hospitalizovanych pacientov. Antibiotika
na menej vazne infekcie su zahrnuta v suprave MIC G-I.

Sdprava obsahuje:

« 10 vySetrovacich dosticiek

* 1 viecko

* 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia supravy:

Skladovanie sa doporucuije pri (+2 az +25)°C, expiracia je vyznac¢ena na obale. Po vybrani z chladnicky nechajte dosticky temperovat pri izbovej teplote minimalne po dobu
30 minut, aby sa zamedzilo kondenzacii vody. Po otvoreni hlinikového obalu a odstraneni félie nenechavajte uz otvorené dosti¢ky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje
funkénost antibiotik !!!

Potreby pre prdacu so supravou, ktoré nie si suc¢ast'ou supravy:

»  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationy (napr. suspenzné médium MIC kat. &. MLT00070)

« Etanol

» Sterilné skumavky

» Inokulator Erba Dip kat. €. 50004456

»  Sterilné Petriho misky

»  Sterilné vani¢ky 60 ml kat. ¢. 50004457

» Krokovacia pipeta na 100 pl alebo multikanalova pipeta 100 pl

* Pipeta na 60-100 pl

» Denzitometer (napr. DENSILAMETER Il kat. €. INS00062)

* Inkubator 35+2°C

« Bezné laboratérne vybavenie (klucky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornenie: Suprava je uréena iba na profesionalne pouzitie. Dodrzujte zasady pre pracu s infekénym materiadlom !

Pracovny postup

Priprava bakteridlnej suspenzie a inokuldcia:

A) Inokulacia inokulatorom:

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrante féliu. Oznacte dosticku typom supravy (G-Il). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultiry na prislu$nu dosticku.
Rozpipetujte do vSetkych jamiek dosticky po 100 pl suspezného média MIC.

2) Pripravte skimavku s 12 ml fyziologického roztoku. Pridajte 100 ul suspenzného média MIC aby sa zniZilo povrchové napatie inokula.

3) Z 18-24 hodinovej kultury na krvnom agare zoberte niekolko kolénii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland.

4) Tuto suspenziu viejte do sterilnej Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnenu dosticku pomocou sterilného inokulatora: inokulator namocte v Petriho miske s etanolom a opalte nad plameriom. Vychladnuty inokulator namocte
v Petriho miske s bakterialnou suspenziou. Preneste inokulum do 1. polovi¢ky dosticky jemnym kriZenim v jamkach. Znova namocte inokulator v Petriho miske s bakteri-
alnou suspenziou a opakujte inokulaciu 2. polovi¢ky dosticky.

B) Inokulacia pipetou:

1) Pripravte skimavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z 18-24 hodinovej kultury na krvnom agare zoberte niekolko kolénii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland.

3) Z bakteridlnej suspenzie vo fyziologickom roztoku preneste 60 pl do skimavky s 13 ml suspenzného média MIC a dobre homogenizujte.

4) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite féliu. Oznacte dosticku typom supravy (G-ll). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultdry na prislusnu dosticku. Roz-
plrite suspenzné médium MIC s inokulom po 100 pl do kazdej jamky dosticky.

Poznamka: Dosti¢ku spracujte do 60 minut po vybrati z aluminiového sacku.

Inkubdcia:

Nainokulovanu dosti¢ku vloZte do PE sacku, ktorého okraje zahnete pod dosti¢ku tak, aby nedochadzalo k vysychaniu inokula.

Dosticku vlozte do termostatu 3542 °C na 16-20 hod.

Vyhodnotenie:

Dosticku vyberte z PE sac¢ku. Na odgitanie narastu v jamkach zvolte sposob, ktory je pre Vas najoptimalne;jsi:

1) Odcitajte oproti Sedému pozadiu alebo oproti tabulke dosticky v navode.

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporucuje.

4) Odcitajte pomocou readeru a identifikacného softwaru.

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu musite vidie narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najniz$ou koncentraciou antibiotika,
ktora zamedzi okom viditeFnému rastu baktérii. OdliSte zrnenie od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenajte.

Tab. 1: RozlozZenie antibiotik a ich koncentraénych radov na dosti¢ke (v mg/l)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64 64/4 4 8 32  32/16 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1
E 8 8/4 0,5 1 4 4/2 1 1 0,12 0,5 1 0,5
F 4 44 025 05 2 21 0,5 0,5 006 025 05 0,25
G 2 2/4 0,12 0,25 1 10,5 0,25 0,25 003 012 0,25 0,12
H 1 174 0,06 012 05 05025 012 0,12 0015 0,06 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pre Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
Antibiotikum Skratka Citéivy mtler:it:t;rrny Rezis;entny Citéivy mtlar:lt:;rrny Rezis;entny
Piperacilin PIP <8 216 <8 16 232
Piperacilin / tazobaktam PIT <8/4 216/4 <8/4 16/4 232/4
Cefotaxim o CTX <1 2 24 =1 2 24
Cefotaxim (meningitida) <1 <2
Ceftazidim CAZ <1 2-4 28 <4 8 216
Cefoperazon CPz <16 32 264
Cefoperazon / sulbaktam CPS
Cefepim CEP <1 2-4 =8 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem o MER <2 4-8 216 =1 2 24
Meropenem (meningitida) <2 24
Ertapenem ERT <0,5 21 <0,5 1 22
Tigecyklin, E. coli a C. koseri TGC <0,5 21
Netilmicin NET <2 4 =8 <8 16 232
Tobramyein (miekeie mogovih biest) TOB = ot <2 4 28

* ATU (Areas of Technical Uncertainty)—pred interpretaciou vysledkov vykonajte jeden z variantov:
- Opakovanie testu
- PouZitie alternativneho testu
- Znizenie kategdrie citlivosti
- Uvedenie ATU v reporte
Viac na www.eucast.org

Poznamky k interpretaciam:

PodrFa stanovenej MIC sa testovany kmen radi do kategorie citlivy —intermediarny —rezistentny k danému antibiotiku na zaklade aktualnych interpreta¢nych
tabuliek EUCAST (1) alebo podla CLSI dokumentu M100 (2). Kategdria SDD je definovana pre Enterobacteriaceae ako citliva v zavislosti na davke (davkova-
nie vedie ku zvySenej expozicii cefepimom).

1) Rezistencia k CTX a CAZ indikuje ESBL produkciu. MER a ERT su doporu¢ované na skrining produkcie karbapenemaz. Konfirmac¢né testy sa vykonavaju podia
doporu¢enia EUCAST (3) alebo CLSI dokumentu M100 (2).

2) Aminoglykozidy (EUCAST)—u systémovych infekcii musi byt aminoglykozidy pouzivané v kombindcii s inou aktivnou terapiou. Za tychto okolnosti je mozno
breakpoint v zatvorkach pouzit na odliSenie organizmov so ziskanymi mechanizmy rezistencie a bez nich. U izolatov bez mechanizmov rezistencie uvedte v sprave
komentar: ,Aminoglykozidy sa ¢asto podavaju v kombinacii s inymi latkami, a to bud na podporu aktivity aminoglykozidov, alebo na rozSirenie spektra liecby. Pri
systémovych infekcii musi byt aminoglykozid doplneny inou aktivnou terapiou.”

V zavislosti od narodnych alebo laboratérnych $tandard je mozné pouzit dalSie interpretacné kritéria, napr. EUCAST Expert rules in antimicrobial suceptibility testing (4),
alebo CLSI dokumenty M100 (2) a M07 (5). Pri interpretacii vysledkov je potrebné zohl'adnit druhovu identifikaciu kmena, pévod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne
vysledky doplfiujucich testov.

Kontrola kvality:

Na kontrolu kvality supravy odpori¢ame pouzivat vSetky nizSie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte aktualnym
Standardom EUCAST alebo CLSI. Pre kontrolu je nutné pouzivat Cerstvé, nepasazované kmene.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-8/4 0,03-0,12 0,06-0,5 0,12-0,5 0,12-0,5 | 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |[0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,25-1
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ CPz CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,5-4 0,125-1 2-8 - 0,5-8 0,251
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
PIP PIT ) ) ) } ) ) ) ) ) )
> 64 0,5/4-2/4
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
MIC (mg/l)
} PIT } ) ) : } ) ) : } }
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* pre toto ATB kontrolné hodnoty v EUCAST alebo CLSI nie su uvedené, hodnoty boli stanovené internym testovanim v Erba Lachema s.r.o.
ATCC — American Type Culture Collection
CCM — Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, pfirodovédecka fakulta, Kamenice 5, budova A25, 625 00 Brno, Tel.: 549 491 430, Fax: 549 498 289
http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Ochrana zdravia:
Komponenty supravy nie su klasifikované ako nebezpecné.
Likvidacia pouZitého materialu:
Po pouziti viozte dosticku do nadoby pre infekény material a likvidujte podla viastnych internych predpisov, autoklavujte alebo znicte spalenim.
Prazdne papierové obaly sa odovzdaju do zberu na recyklaciu.
Literatuara:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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